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論 文 内 容 要 旨
化学物質による発癌は,生 体内で代謝活性化 された化学物質が細胞DNAと 反応 した結果誘発
されるDNAの 複製エラーあるいはDNA損 傷の修復エラーに起因すると考えられている。従 っ
て,化 学物質による発癌機構を解明するためには,標 的臓器(細 胞)に おける化学物質の代謝機
構並びにDNAと の反応性について解析す ることが重要であると思われる。
肝癌を誘発す る発癌性芳香族ア ミンとして古 くから知 られる4一ア ミノアゾベ ンゼン(AAB)
のメトキシル(MeO)あ るいはメチル(Me)誘 導体はMeO基 あるいはMe基 の置換位置によっ
て,発 癌性,変 異原性が顕著に異なることが知 られている。たとえば,MeO基 が3位 に置換 し
た3-MeO-AABは 強い発癌性,変 異原性を示すが,そ の2位 置換体である2-MeO-AABは その
ような活性を示 さない。また,3-MeO-AABに よる肝発癌には動物種差があり,ラ ットは高感受
性であるがマウスは低感受性である。本研究で は,こ のよ うなAAB誘 導体 の発癌性 の差 を
解明するために,発 癌性3-MeO-AABを 中心 に発癌性が異なる種々のAAB誘 導体を用いて,
1.そ れ らの代謝活性化酵素誘導能や酵素誘導における動物種差,並 びに,2.そ れら化合物の
DNA修 飾(塩 基付加体生成)能 及びその特徴を検索 した。
1.代 謝活性化酵素の同定及び酵素誘導能と発癌性
1)3-MeO-AABの 代謝活性化に関与するP450ア イソザイム
発癌性化合物の代謝活性化には多 くの場合P450ア イソザイムが関わっている。そこで,ラ ッ
ト肝に発癌性を示す3-MeO-AABの 代謝活性化がP450ア イソザイムで行われているか否かをラッ
ト肝 ミクロソームを酵素源 として検討 した。その結果,3-MeO-AABの 代謝活性化反応は,SKF
525Aや7,8一 ベ ンゾフラボ ンのようなP450阻 害剤の添加により抑制され,3-MeO-AABの 活性化
も既に報告されている多 くの発癌性芳香族ア ミン類と同様,P450ア イソザイムで行われること
が明らかになった。さらに,3-MeO-AABの 活性化に関わるP450ア イソザイムを検討 した結果,
3-MeO-AABはMCで 誘導 されるP4501A2よ りもむ しろPBで 誘導 され るP450HB1/HB2で
高率に活性化されることが明 らかになった。このよ うな3-MeO-AABの 基質特性は外の多 くの
発癌性芳香族ア ミンとは異なっていた。なお,一 般にTrpP-2,GluP-1等 多 くの発癌性芳香族
ア ミンの活性化はP4501A2で 高率よく行われ,P450HB1及 びP450HB2で は活性化されに く
いことが知 られている。
2)3-MeO-AABに 対する肝発癌感受性の動物種差と代謝活性化能との関連性
P450の 活性及びその誘導性には動物種差,性 差あるいは臓器差があることが報告 されている。
そこで,3-MeO-AABに よる肝発癌に対す るラットとマウスの感受性の差がそれぞれの動物の平
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常時及び発癌剤投与時における標的臓器(肝)の3-MeO-AAB活 性化能の差に起因す るか否 か
を,各 動物 の肝臓の9000g上 清及び ミクロソームを酵素源 として比較検討 した。平常時既 に
3-MeO-AABに 対する活性化能は発癌高感受性のラットの方が発癌低感受性のマウスよりもわず
かに高かった。さらに,0.06%あ るいは0.09%3-MeO-AAB餌 を1～4週 間与えることによ り,
ラットではマウスに比べより高率に3-MeO-AAB活 性化酵素が誘導され,マ ウスの約2倍 となっ
た。 これ らの結果か ら,ラ ットとマウスの肝臓で見 られる3-MeO-AABに 対す る発癌感受性 の
相違は,少 なくとも一部,そ れぞれの動物の肝臓における平常時及 び3-MeO-AAB投 与時の
3-MeO-AAB活 性化能の差に起因 していることが明らかになった。
3-MeO-AAB投 与によりラット肝で誘導される活性化酵素は,① ミクロソーム画分に局在す る
こと,②3-MeO-AABよ りむしろTrpP-2及 びGluP-1を 高率 に活性化す ること,ま た,③ そ
れら活性化反応は,P450阻 害剤,特 にMCで 誘導され るP450ア イソザイムの選択的阻害剤で
ある7,8一ベンゾフラボンの添加で完全に抑制 され ることよ り,3-MeO-AABで 誘導 されるP450
アイソザイムはMCで 誘導されるP4501A1/IA2と 同一あるいは類似の ものと推察された。そ
こでさらに,P4501A1及 びP4501A2に 対するモノクローナル抗体を用いた免疫化学的解析を
行い,3-MeO-AABに より誘導されるP450ア イソザイムがP4501A2で あることを明 らかと し
た。
3)AAB誘 導体によりラット肝で誘導されるP450ア イソザイムの同定及び化合物の発癌性 と
P450誘 導能との関連性
AAB誘 導体のP4501A2誘 導能 と発癌性との関連性を追求するために,発 癌性の異なるAAB
のMeO誘 導体及びMe誘 導体を用いて,ラ ット肝におけるP4501A2誘 導活性 を酵素学的及 び
免疫化学的手法を用いて比較検討 した。その結果,用 いたいずれのMeO誘 導体及 びMe誘 導体
に もP4501A2を 選択的に誘導する性質 があることが明 らか にな った。 その誘導活性 は,
2-MeO-AAB,3-MeO-AAB,2',3-diMeO-AAB,OAT>MAB>DAB,3㌧Me-DAB>4'一MeO.
AABの 順で高かった。なお,AAB自 身には誘導活性 は認められなかった。以上の結果,発 癌性
を有するAAB誘 導体にはいずれもP4501A2誘 導能があることが明 らかになった。 しか しなが
ら,非 発癌性である2-MeO-AABが 強発癌性である3-MeO-AABと 同様に強いP4501A2の 誘導
活性を示すこと,ま た強発癌性のMABやDABに は,中 程度の誘導活性 しか認 められないこと
か ら,P4501A2の 誘導活性と発癌性 とは必ずしも相関 しないことが明 らかになった。
2.DNA損 傷とその性質
3-MeO-AABと2-MeO-AABの 活性体 は共に読 読roでDNAと 結合するが,前 者 には発癌性,
変異原性が見 られ,後 者にはそのような活性が認められない。MeO基 の置換位置 の違 いによる
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このような相違は,各 化合物のDNA修 飾の程度,ま た,そ れに伴 うDNA修 復系やDNA鋳 型
活性への影響 の違い等に起因すると推定 される・そこで,2-MeO-AAB及 び3-MeO-AABに よる
DNA損 傷の質的,量 的相違を検索 した。
1)ラ ット肝で生成する塩基付加体の比較
2-MeO.AABあ るいは3-MeO-AAB(各50mg/kg)を ラットに腹腔内投与 し,肝 のDNAに 生
成 した付加体を 緯P一ポス トラベル法で解析 した。2-MeO-AABに よ り生成 す る付加体量 は
3.MeO-AABの 場合の1/20で あった。また,3-MeO-AABを 投与 した場合には主付加体に加え
て4種 類の微量付加体が検出されたが,2-MeO-AABの 場合は3-MeO-AABの 場合の主付加体に
相当する付加体 しか検出されなかった。このように,両 化合物によりラット肝で生成す る付加体
には量的及び相違があることが明らかになった。
2)大 腸菌に対する遺伝毒性 とDNA損 傷の相違
3-MeO-ABBあ るいは2-MeO-AABのN一 水酸化体で処理 した大腸菌に生成す る塩基付加体を
鎗P一ポス トラベル法で解析 した。2-MeO-AABの 付加体 は3-MeO-AABの それの1/25で あった。
また,ラ ット肝で生成する付加体と同様に,大 腸菌で も3-MeO-AABは5種 の付加体 を生成す
るが,2-MeO-AABで は3-MeO-AABの 主付加体に対応する付加体のみ しか生成 しないことが明
らか になった。両化合物の大腸菌 に対する変異原性及 びSOS応 答誘導能を検討 した結 果,
2-MeO-AABの 変異誘発頻度は3-MeO-AABの 場合の1/300で あること,ま た,3-MeO-AABは
SOS応 答を誘導するが,2-MeO-AABに はそのような誘導能が見 られないことか ら明 らかになっ
た。これらの知見か ら,両 化合物の変異原性の差 は単に生成する付加体量の差に起因するもので
はな く,む しろ付加体の質的な相違 に依存 している可能性が示唆された。また,DNA損 傷 の性
質をさらに解析するために,化 合物で処理 した大腸菌のDNAに アルカ リ溶液に対 して不安定な
損傷が存在するか否かをアルカリ性庶糖密度勾配遠心法で解析 したところ,い ずれの化合物で処
理 した大腸菌のDNAに もアルカリに対 して不安定な損傷が同程度生成することが明らかになっ
た。この結果か ら,ア ルカリに対 して不安定 なDNA損 傷は3-MeO-ABBの 変異原性には必ず し
も関与 しないと推察された。
3)3-MeO-AAB及 び2-MeO-AABで 修飾 したDNAの 鋳型活性の相違
1),2)で 述べたような3-MeO-AABと2-MeO-AABに よるDNA損 傷の相違がDNA鋳 型
活性にどのように影響するかを検討 した。3-MeO-AABと2-MeO-AABの それぞれの究極活性体
であるN一セリルオキシ体で修飾 したM13フ ァージの1本 鎖DNAを 鋳型と して大腸菌DNAポ
リメラーゼ1に よるDNA合 成反応を行い,各DNAの 鋳型活性を比較検討 した。 なお,そ れぞ
れのN一セ リルオキシ体をDNAと`π ひ``mで反応させると,い ずれの化合物 も同程度の付加体 を
与えた。また,そ れらの付加体を 訟Pポ ストラベル法で解析 したところ,各 化合物で処理したラッ
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ト肝及び大腸菌で生成 した付加体と一致 していた。3-MeO-AABで 修飾 したDNAを 鋳型 とす る
と,DNA合 成の伸長反応に強い停止が見られた。停止部位はすべてグアニンに由来 し,グ アニ
ンの1塩 基手前 と一GGGG一配列の各グアニンの位置で停止す ることが明 らかにな った。一方,
2-MeO-AABで 修飾 したDNAを 鋳型 とすると,一GAG一 配列のアデニ ンと一GGGG一配列のグアニ
ンの位置でDNA伸 長反応は停止 したが,そ の頻度は3-MeO-AABで 修飾 したDNAを 鋳型 とし
た場合に比べ極めて低かった。このように,3-MeO-AABと2-MeO-AABの 付加体 のDNA鋳 型
活性に対する阻害効果の相違は極めて大きく,こ のような効果の相違がこれ ら化合物間における
発癌性,変 異原性の相違を生む要因 となっているものと推察 された。
以上,本 研究で得 られた成果を以下に略記 した。
1.代 謝活性化酵素の同定及び酵素誘導能と発癌性について
①3-MeO-AABは 他の発癌性芳香族アミンとは異なり,P4501A2よ りもP450HB1及 びP450
HB2で 高率に活性化される。
②3-MeO-AABの 肝発癌に対するラット,マ ウスの発癌感受性の相違(ラ ット〉マウス)は,
平常時及び3-MeO-AAB投 与時の各動物における3-MeO-AABに 対する活性化能と相関す る。
③AABのMeOあ るいはMe誘 導体はラット肝でP4501A2を 選択的に誘導するが,こ の誘導
活性と発癌活性とは相関 しない。 しかし,発 癌性を有する化合物には共通 してP4501A2の 誘
導活性が認められ,発 癌性 との相関性 は低いものの,P4501A2の 選択的誘導牲 は発癌性芳香
族ア ミンが共通に保持する性質であると推察される。
2.DNA損 傷とその性質について
① 発癌性3-MeO-AABあ るいは非発癌性2-MeO-AABを 投与 したラット肝及びそれ らのN一水
酸化体で処理 した大腸菌のDNAに 生成 した付加体には,量 的(3-MeO-AAB>2-MeO-AAB)
及び質的(5種vs.1種)相 違が認められた。 しか し,大 腸菌で見られる両化合物の変異誘発
頻度及びSOS応 答誘導能の相違 と付加体量の相違の比較から,両 化合物 の発癌性,変 異原性
の相違はこれら付加体の量的な相違よりもむ しろ質的な相違に起因することが示唆された。
②3-MeO-AABと2-MeO-AABの 各付加体の`πo癖oD蝸 合成反応における鋳型活性抑制効
果は前者の方が後者よりも強 く,両 化合物の発癌性,変 異原性と相関 していた。
①,② から,化 学物質により生 じるDNA損 傷には,発 癌,突 然変異に関わ るD1鴨 損傷 とそ
のよ うな効果のない損傷が存在することが示唆された。従って,化 学物質の遺伝毒性発現機構の
解明には,そ の化合物によるDNA損 傷がDNAの 高次構造にどのような影響を与えるか,ま た,
DIVAの 高次構造変化がD凡4複 製あるいはDNA修 復に際 し,ど のような影響を与えるかといっ
た点を中心に研究を進めることが重要であると考えられる。
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審 査 結 果 の 要 旨
これまで知 られている化学発癌剤の中には芳香族アミン構造をもつ化合物が多数あり,特 に加
熱食品中に含まれる蛋白熱分解物 もこの構造を有することか ら,芳 香族ア ミン類の発癌機構を解
明することは,ヒ トにおける環境因子の危険性を考える上にも重要な課題である。
本研究では4一アミノアゾベンゼンメトキシル誘導体(砿 θ0一!1AB)を モデル化合物 として,
1)そ の活性化代謝を支配するチ トクロームP450(P450)の 動物体内での活性並 びに誘導 と動
物の発癌感受性 との関係,及 び2)化 合物の発癌活性と,活 性化代謝物のDNAと の反応によ り
生成する付加体並びにそのD1>A損 傷と修復 との関連性を追及 している。
まず,ラ ット肝に対 して強い発癌活性を示す3一ルZθ0・ん4Bの 活性化代謝 を支配す る酵素にっ
いて検討 し,そ の代謝 はミクロソーム中のP450に より触媒 されること,ま たその代謝に関与す
るP450ア イソザイムは,他 の発癌性芳香族ア ミンの場合 とは異なり,主 にP450HB1及 びHB2
であることを明らかにした(第2章)。
次いで,3一ルZθ0一、4ムBに対する発癌感受性はラットで高 く,マ ウスで低いことに着目し,こ の
両種 における3-Mθ0。ん招 の代謝活性化能の差異について検討 した。その結果,ラ ットではマ
ウスに比べて正常時及び3-Mε0-AAB投 与時共に標的臓器である肝での3-Mθ0-AAB活 性化能
が高いことが示された。さらに,3一ルfθ0一ん4B投 与により他の発癌性芳香族 アミンに対する代謝
活性化能も上昇す ることも明 らかとなった(第3章)。 また,種 々の,ん4B誘 導体 を用 い,そ れ
らの投与により誘導されるP450ア イソザイムについても検討'し,こ れ らはいずれもP450L42
を選択的に誘導することを見いだ した(第4章)。
活性化 された発癌性化合物は細胞D1鴨 に結合するが,そ の後核酸塩基と化合物の付加体は除
去されその部分が修復されるが,そ の修復時の ミスにより細胞の変異がおこり発癌に至ることが
知 られている。そこで3一ルZθ0-AAB及 び2-1晩0一ん4B投 与 ラッ ト肝またはそれぞれの活性化体
である皿水酸化体を反応させた大腸菌を用い,化 合物とD醐 との結合並びにD1鴨 修復にっい
て比較検討 した。その結果,3-M;θ0体 は2一、Mθ0体に比べて20倍 以上の付加体を生成す ること,
また,3-M召0体 では2-Mθ0体 の場合には認められない4種 の付加体が生成す ること,さ らに
3-Mθ0体 は大腸菌に対 して高い変異原性を示 し,ま た80S応 答を誘導す るが2-Mθ0体 の変異
原性 は遥かに低 く,ま た80S応 答を誘導 しないことなど,両 化合物の発癌活性 との関連 におい
て興味ある知見を得ている(第5章,第6章)。
以上の研究成果は芳香族ア ミン型化合物の発癌機構について多 くの新知見を提供 していること
か ら判断 し,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文として合格と認める。
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